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INTRODUCCION

La crianza de alpacas, es una actividad de gran importancia socio-
econdémica para el poblador alto andino, porque suministra fibra valiosa para
la industria textil y carne como fuente importante de proteina animal. Sin
embargo, una limitante en el desarrollo de la ganaderia de los camélidos
sudamericanos es la baja eficiencia reproductiva. Las investigaciones
realizadas en Perd en biotecnologia reproductiva en camélidos
sudamericanos son escasas. No obstante, los criadores de las comunidades
campesinas requieren mejorar la calidad genética de sus animales para
incrementar la productividad de fibra y carne. Si se pretende desarrollar un
esquema de seleccién mediante difusion de caracteres deseados dentro de
un rebafio utilizando procedimientos de crianza tradicional, nos encontramos
frente a una labor dificil y lenta. Ello, motivado por el prolongado periodo de
gestacién (11 meses) que sélo permite obtener una cria por afio y que a lo
largo de toda su vida reproductiva sélo se obtenga un nL’Jmero. maximo de

seis descendientes, esto sumado a que las prefieces logren llegar a término.



En camélidos, el desarrollo y aplicacién de biotecnologias reproductivas ha
sido limitado por diferentes factores. Los ensayos sobre transferencia de
embriones en camélidos en nuestro pais y a nivel mundial han sido
realizados en base a protocolos que se utilizan en otras especies; por este
motivo, es necesario disefiar y desarrollar protocolos de producciéon y
coleccién de embriones en forma sucesiva, producidos de forma natural y sin
el uso de hormonas exégenas. Este trabajo permitiria incrementar el nimero
de descendientes obtenidos a partir de estos animales, aprovechando el
potencial genético del macho como de la hembra, lo que facilitaria la

obtencién y difusién de reproductores de alta calidad genética.
El presente trabajo de investigacion tuvo los siguientes objetivos:

Objetivo General
Evaluar un procedimiento de produccion y coleccién de embriones de
alpacas hembra de la raza Huacaya donadoras naturales, de manera

sucesiva, obtenidos de forma natural, sin utilizacién de hormonas exégenas.

Objetivos especificos

e Evaluar la actividad ovarica de las alpacas Huacaya donadoras
naturales durante la produccién y coleccién de embriones de manera
sucesiva, obtenidos de forma natural.

e Evaluar la calidad de los embriones recuperados de manera sucesiva,
obtenidos de forma natural.

e Evaluar el tiempo de retorno folicular después de cada lavado y

recuperacion de embrién.



CAPITULO |

REVISION BIBLIOGRAFICA
1.1. ANTECEDENTES DE INVESTIGACION

La recuperacion embrionaria puede ser realizada via quirargica o no
quirargica. El primer reporte sobre coleccién de embriones fue realizado de

oviductos de alpaca, previa laparotomia (Novoa y Sumar, 1968).

Afios mas tarde fue reportado el nacimiento de la primera cria de
alpaca obtenida mediante transferencia de embriones (Sumar y Franco,

1974).

Posteriormente se reporta la coleccién de un embrién viable, a partir
de dos llamas hembras donantes, mediante una técnica no quirtrgica a los 7
dias y la transferencia de manera no quirargica en fresco, con el nacimiento

de una cria (Wilson Wiepz y Chapman, 1985).

Otros estudios confirman que la recuperacion de embriones en
estadio de blastocisto puede ser realizada a los 7 dias post servicio

mediante técnicas no quirurgicas en llamas y alpacas. La técnica de
3



recuperacion no quirurgica utilizada en camélidos es similar a la descrita en
vacunos y los embriones recuperados observados y evaluados en un

estereoscopio (Huanca y Col., 2004).

Igualmente, se ha reportado la recuperacién de 37 embriones a partir
de 47 llamas hembras no estimuladas (79%), de las cuales se obtuvieron 27
embriones viables y resultando en un 41 % de prefiez al ser transferidas a

hembras receptoras (Taylor y Col., 2000).

En el Centro experimental La Raya — Cusco, se realizé un estudio
sobre la morfologia de los embriones de la alpaca de la raza Huacaya del
tercer al décimo dia de gestacion temprana, en el cual utilizando dos grupos:
Grupo Control (sin superestimulaciéon) y Grupo de Superestimuladas; se
determiné que en el 100% de los casos en hembras control, se encontré un
solo embrién; el 31.25% se colectd del lado derecho y el 68.75% del
izquierdo, mientras que en las hembras estimuladas (eCG), se pudo
recolectar un promedio de 3.9 (+£3.17) embriones, donde la ubicaciéon del
embriéon encontrado por el lavado indica que el 49.30% de embriones se
ubicaron en el cuerno uterino derecho y el 50.70% en el izquierdo (Cosio,

2000).

La recuperacion de llamas y alpacas hembras superestimuladas fue
evaluada, habiéndose observado un restablecimiento del tracto reproductivo,
determinado por ecografia, a las 3 semanas posteriores al lavado uterino.
Ademas se logré una tasa de prefiez luego de ser servidas, del 40 % con un

solo servicio (Huanca y Col., 2006).



Asi mismo, en un trabajo realizado para determinar el momento
6ptimo para recuperar embriones del Gtero de alpaca mediante método no
quirurgico, se determiné, que en las alpacas superovuladas con eCG, los
embriones pueden ser recuperados del oviducto hasta el dia 5 y del cuerno

uterino desde el dia 6 post cépula (Cervantes, 2008).
1.2. ANATOMIA REPRODUCTIVA DE LA ALPACA HEMBRA

Los ovarios tienen una forma globular irregular, similar a los de la
cerda, en particular cuando tienen foliculos multiples. En la alpaca, los
foliculos entre 5 y 12 mm se consideran normales. El Gtero de la alpaca es
bicorne y ambos oviductos son grandes y estan arrollados; terminan en una
bolsa que circunda por completo el ovario. Las puntas de los cuernos
uterinos en las alpacas y llamas son romas y redondeadas, y el oviducto se
abre en el cuerno uterino mediante una pequefia papila elevada que actua
como un esfinter bien definido. El cérvix tiene dos o tres pliegues con forma
anular o espiral irregular. El cuerpo y los cuernos uterinos se palpan

facilmente por el recto (Sato y Montoya, 1990).

La placenta en la alpaca, como en otros camélidos es difusa y de tipo
epiteliocorial (Steven DMH. y Col, 1980). Una membrana fetal
complementaria exclusiva que encierra todo el cuerpo fetal esta adherida en
la unién mucocutanea y las bandas coronarias en alpacas, llamas, vicufias

(Sumar, 1997) y guanacos recién nacidos (Merk y Col., 1988).



1.3. PUBERTAD EN LA ALPACA HEMBRA

Las alpacas hembra jovenes de 12 a 13 meses de edad muestran
conducta de estro similar al de las alpacas adultas (Novoa, 1991), aun
cuando la actividad ovarica empieza a los 10 meses con la presencia de
foliculos de 5 mm o mas. En un estudio realizado en el sur del Perd con
alpacas hembra de un afio de edad, se determindé que habia una relacion
muy significativa entre el peso corporal en el apareamiento y las tasas de
nacimiento subsecuentes. Por cada kilogramo mas de peso, se
incrementaba 5% la natalidad, pero cuando el peso corporal excedia ios 33
kilogramos, el porcentaje de hembras no prefiadas era relativamente

independiente del peso corporal (Leyva y Sumar, 1981).

En los sistemas tradicionales de crianza a nivel de comunidades,
menos del 50% de las alpacas de un afio de edad alcanzan los 33 Kg. de
peso corporal en el momento del apareamiento (1 afo); por lo tanto, la edad
de reproduccién se pospone hasta los dos afios de edad en alpacas y
después de tres afios de edad en las llamas. También se ha demostrado que
con un mejor nivel de nutricion después del destete (7 a 8 meses de edad),
casi el 100% de las alpacas de un afio superan los 33 kg de peso corporal

(Bustinza y Medina, 1986).

1.4. ESTACION REPRODUCTIVA DE LAS ALPACAS

Estudios con alpacas y llamas en su habitat natural en la region
montanosa del sur del Pert, donde machos y hembras conviven todo el afio,

mostraron que las actividades sexuales son estacionales, y duran de
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diciembre a marzo (meses de verano); estos son los meses mas calurosos
del afo, con liuvia suficiente y abundante forraje verde (San Martin y Col.,

1968).

En las alpacés, cuando las hembras se mantiene separadas de los
machos y se permite la copula sélo una vez al mes, ambos sexos tiene
actividad sexual durante todo el afio; las tasas de ovulacion y fertilizacion,
junto con la sobrevivencia del embrién, no se vieron afectadas de manera

significativa por la estacién del afio (Fernandez Baca y Col., 1972).

La asociacién continua de hembras y machos inhibe la actividad
sexual de estos ultimos e inclusive provoca que desaparezca por completo
(Fernandez Baca y Col., 1972). Se desconocen los factores que causan el
inicio y la terminacion de la actividad sexual bajo condiciones naturales.
Factores ambientales, ademas de la estimulacién visual y olfatoria, podrian

influir a través del sistema nervioso central (Hafez, 2000).
1.5. PATRON DE ACONTECIMIENTOS OVARICOS EN LA ALPACA

Debido a que la copulacién por lo general es un preludio necesario
para la ovulacién, la alpaca y la llama se han clasificado como hembras de
ovulacién refleja o inducida, en oposicién a las de ovulacién espontanea
(San Martin y Col., 1968; England y Col. 1969). Las alpacas no tienen ciclos
estruales a diferencia de otras especies domésticas. El estro y la ovulacién
no se manifiestan de una manera repetitiva, ciclica y predecible (Hafez,

2000).



1.5.1. Desarrollo folicular

Cuando no se exponen a un macho, las alpacas hembras
muestran periodos de receptividad sexual prolongados, y periodos
breves de rechazo del macho que pueden durar 48 horas (San Martin y
Col, 1968), y que pueden correlacionarse con incrementos vy
decrementos ritmicos de las concentraciones séricas de estrégenos, lo
que refleja ondas sucesivas de maduracion y atresia de los foliculos

ovaricos (Hafez, 2000).

La variabilidad, tanto en la duracién de la receptividad sexual
como en la regularidad con la que ocurre, parece reflejar el hecho de
que en hembras no prefiadas la fase folicular no concluye con la
ovulacién en un momento predeterminado, y que no hay una fase litea
que delimite la sincronizacion de los acontecimientos ovaricos después

del fin del estro (Hafez, 2000).
1.5.2. Dinamica folicular

En alpacas y llamas hembras no expuestas al macho, desarrollan
ondas foliculares sucesivas, en tres fases de desarrollo, para lo cual, un
grupo de foliculos son reclutados, de ellos es seleccionado uno e inicia
su crecimiento, diferenciandose y alcanzando el tamafio ovulatorio (igual
o mayor a 7 mm de didmetro); mientras que los demas regresionan

(Bravo y Col., 1990; Fernandez Baca, 1993; Brown, 2000).

Las tres fases descritas son: crecimiento, maduracién y regresion

(Bravo y Col., 1990; Novoa, 1991). En el de maduracién el foliculo
8



dominante inhibe el desarrollo de los foliculos mas pequefios (Bravo y
Col., 1990); reportandose una relacion inversa entre el diametro del
foliculo dominante y el numero de foliculos pequefios (Adams y Col.,

1990).

Con respecto al largo de la onda folicular en camélidos
sudamericanos, se determindé un promedio total de 13.8 dias, siendo
para el estadio de crecimiento 4.8 + 1.5 dias; de maduraciéon 5 £ 1.6
dias y para el de regresion 4.0 + 1.1 dias (Bravo y Col., 1990); mientras
que otro estudio determiné un largo total de 20 a 25 dias (Adams y Col.,
1990); por otro lado un trabajo posterior establecié el largo de la onda en
22.6 + 2.5 dias; siendo la fase de crecimiento (desde 3 mm a su maximo
diametro) de 9.2 + 2.8 dias; maduracién (permanencia alrededor del
maximo diametro) de 5.2 1+ 1.4 dias y regresion (didmetros decrecientes)
de 8.2 £ 2.2 dias (Aba y Col., 2000); las diferencias encontradas se
deberian al estado lactacional de los animales empleados (Adams,

2001).

El desarrollo de la onda folicular en alpacas se da de manera
alterna en ambos ovarios, esto se comprueba con la presencia del
foliculo dominante en ambos ovarios en un 85% (Fernandez Baca,
1993); detectandose, después de la ovulacién, el cuerpo luteo, en
llamas, en el ovario derecho en 51 %, ovario izquierdo en 47 % y en

ambos 2% (Bravo y Col., 1990; Sumar, 2000).



1.5.3. Ovulacion

La ovulacion puede ocurrir 26 a 30 horas después de la cépula
(San Martin y Col., 1968; Adams y Col., 1990) o puede ser inducida
artificialmente entre las 24 a 30 horas post inyeccién de gonadotropina
coriénica humana (hCG), de hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) y de hormona luteinizante (LH) (Femandez Baca, 1971; Novoa,
1991; Sumar, 1997, Leyva y Garcia, 1999; Aller y Col., 1999; Huanca,

2001).

Las hembras pueden ovular sin estimulacién coital u hormonas
exégenas, sobre todo cuando al principio se les aisla del macho y luego
se les vuelve a presentar ante él. Se informé que la tasa de ovulaciéon
espontanea es de aproximadamente 5 a 10% en las alpacas (Sumar,

1985; Fernandez Baca, 1971).

No se encontraron diferencias en la tasa de ovulaciéon entre
ovarios. Se detecté un cuerpo lateo en el ovario derecho en 51% de las
alpacas, 47% en el izquierdo, y cerca de 2% en ambos (Fernandez Baca

y Col., 1973),

Los camélidos son especies de ovulacién inducida por la cépula,
su estimulo proporciona el impuiso nervioso necesario para
desencadenar la secrecion hipofisiaria de la hormona luteinizante (LH),
responsable de causar la ruptura folicular y la consiguiente liberacién del
6vulo (Fernandez Baca, 1971). Estudios en bovinos sefialan que previo

al proceso de ovulacién ocurre disociacion y descomposicidén progresiva

10



de diversas capas celulares que rodean el apice del foliculo
preovulatorio como resultado de las actividades de enzimas proteoliticas
producidas por las células de la granulosa, por fibroblastos circulantes o
por ambos en respuesta a LH, progesterona (P4) y prostaglandina
(Hafez, 2000); debido a que cuando la ovuiaciéon es inminente, se
produce un incremento progresivo de las células apoptésicas, en la
superficie epitelial del ovario, tunica albuginea y pared apical del foliculo

(Murdoch, 1995).

1.6. ANATOMIA REPRODUCTIVA DEL MACHO

En la alpaca macho adulta, se observan los testiculos pequeiios y
elipticos, en un escroto no pendular sin un cuello definido y formando una
protuberancia subanal. El pequefio epididimo esta firmemente conectado
con los testiculos y formado por cabeza, cuerpo y cola. El conducto
deferente es muy delgado (2 mm) en su inicio, y se engrosa (3 mm) cuando
llega a la cavidad abdominal y termina cerca de la vejiga, para formar lo que
en otras especies son las ampollas o glandulas ampulares (Sumar, 1985). La
prostata de alpaca tiene forma de “H”; descansa dorsal y lateralmente sobre
el cuello de la vejiga. Las glandulas bulbouretrales son ovales, localizadas a
los lados de la uretra y la salida pélvica. Los camélidos no tienen glandula
vesicular. El pene es fibroelastico, y su extremo tiene la forma de un gancho
curvo, en direcciéon de las manecillas del reloj, con una pequefia proyeccion
cartilaginosa de 1 cm de longitud que podria corresponder al “proceso

uretral” (Hafez, 2000).
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1.7. PUBERTAD EN LA ALPACA MACHO

En el nacimiento, el pene esta adherido por completo al prepucio.
Estas adherencias desaparecen en forma gradual con el crecimiento del
animal bajo la influencia de la testosterona. Al afio de edad, los machos
muestran interés sexual por las hembras; sin embargo, sélo cerca de 8% de
las alpacas macho muestran una separacién completa de las adherencias
entre el pene y el prepucio y son capaces de realizar la copulacién (Sumar,
1985). Sin embargo, la pubertad ocurre cuando el macho es capaz de

producir espermatozoides (Hafez, 2000).
1.8. PRODUCCION Y CARACTERISTICAS DEL SEMEN DE ALPACA

El color del semen de alpaca es blanco lechoso a blanco cristalino. E}
volumen es variable, segin el método de recoleccién. En alpacas, los
valores de pH proporcionados por varios autores se acercan mucho a la

neutralidad, con cierta tendencia a la alcalinidad ligera (Sumar, 1991).

El semen de alpaca y llama es muy viscoso, lo que dificulta mucho Ia
valoracién de su calidad y concentracion. Debido a la alta viscosidad del
plasma seminal, no hay “motilidad masal” (no hay remolinos), la motilidad

progresiva individual es muy lenta (Leyva y Sumar, 1981).

Se han descrito formas mas o0 menos anormales de espermatozoides
en la alpaca, como gotas citoplasmaticas proximales y distales, encorvadura
de colas, microcabezas, cabezas gemelas y rotura de colas, con semen

colectado mediante vagina artificial (Sumar, 1991).
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1.9. RECEPTIVIDAD SEXUAL Y CONDUCTA DE APAREAMIENTO

En hembras cuya ovulacién es inducida, no hay una definicién clara
de los eventos asociados al ciclo estrual. En ausencia de la estimulacion
copulatoria, las alpacas hembras muestran periodos de receptividad sexual
hasta de 36 dias, con periodos breves de rechazo que pueden durar 48 h
(San Martin y Col., 1968). Parece haber una variabilidad considerable para
mostrar receptividad abierta entre los individuos, independientemente de la
paridad. La variabilidad de la receptividad sexual puede atribuirse sobre todo
al grado de madurez del foliculo en cualquier estado de la fase folicular
continua; sin embargo, no se dispone de ninguna documentacion al respecto

(Hafez, 2000).

La hembra receptiva adopta la posiciébn particular (recumbencia
ventral) después de un breve periodo de persecucion por parte del macho, o
se acerca a Lm macho que esta copulando con otra hembra y adopta la
posicion sefialada (San Martin y Col., 1968). Si la hembra no esta receptiva,
el rechazo lo demuestra al correr para alejarse del macho y escupirle

(Engiand y Col., 1969).

La copula es relativamente larga en los camélidos sudamericanos y
con periodos variables (Sumar, 1997). Existen trabajos que refieren que a
mayor tiempo de duraciéon de la copula se obtiene mayor porcentaje de
alpacas que ovulan, sin embargo, se ha encontrado que en varios casos
hembras con mas de 20 minutos no llegan a ovular mientras que en otras

con 5 minutos si lo hacen (Vivanco y Col., 1985).

13



Existen fallas ovulatorias post cépula, que no han sido totalmente
explicadas, sefalandose que podria ser atribuida a una sensibilidad
disminuida de los foliculos a los niveles circulantes de LH debido a las
variaciones en los estadios de maduracién folicular (Fernandez Baca, 1971,

Novoa, 1989).

En bovinos se conoce que el balance energético negativo decrece la
secrecién pulsatil de LH, afectando el crecimiento folicular y la oportunidad
de que se presente ovulacién ya que no ocurre el pico preovulatorio de LH

(Schitlo, 1992).
1.10. GAMETOGENESIS
1.10.1. Oogénesis

La oogénesis se caracteriza por una primera fase que ocurre
durante la vida fetal y es comun a la espermatogénesis, durante la cual
la proliferaciébn mitdtica de las células germinales primordiales,
predomina sobre la muerte celular programada. E! resultado es la
formacién de un alto nimero de células germinales dependiendo de la
especie, listo para entrar en diferenciacion sexual especifica (Smitz y

Cortvrindt, 2002).

Las células germinales primordiales a las 3 semanas después
de la fertilizacion migran por movimientos ameboideos desde el epitelio
del saco vitelino via tejido conectivo del intestino embrionario a la cresta
genital, formando el cordéon medular primario y el cordén sexual (Smitz y

Cortvrindt, 2002).
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Los cordones son anatdmicamente menos definidos en
hembras que en machos. Estos cordones primitivos son colonizados por
células germinales primordiales. En fetos hembras las células
germinales primordiales son llamadas oogonias al arribar a las génadas
primitivas. Las oogonias estan aun interconectadas por puentes
citoplasmaticos, luego los cordones primitivos medulares degeneran
para ser reemplazados por un estroma ovarico altamente vascularizado.
Las células del cordén proliferan y las células del mesénquima se
condensan cerca de la oogonia para formar las células de la granulosa

en los foliculos primordiales (Smitz y Cortvrindt, 2002).

La actividad mitética de la oogonia cesa y entra en meiosis y
entonces ia oogonia es llamada oocito. Después que el oocito entra en
meiosis en el ovario fetal, estos pasan por la fase de leptoteno, zygoteno
y pachiteno antes de ser arrestado en el dltimo estadio meibtico en
profase |, el estadio de diploteno en el tiempo de nacimiento. Durante el
arrestamiento en profase | los cromosomas se descondensan y son
empaquetados dentro de un nucleo conocido como vesicula germinal, el
cual puede durar meses o afios, dependiendo de las especies. (Smitz y

Cortvrindt, 2002).

Esta ampliamente aceptado que en mamiferos una hembra
nace con un numero fijjo de oocitos dentro del ovario, los cuales
progresivamente decrecen sin posibilidad de renovarse. De esta manera
la mayoria de oocitos mueren durante el periodo fetal inmediatamente

después del nacimiento. Los oocitos mas pequefios en el ovario son
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rodeados por células de la granulosa de forma aplanada para formar los
foliculos primordiales. La primera sefial que el oocito ha empezado la
fase de crecimiento es el cambio morfolégico en las células de la
granulosa, el cual cambia a una forma cuboidal. En este momento los
foliculos son llamados primarios. Los foliculos primarios unilaminares se
convierten en foliculos secundarios multilaminares seguidos por foliculos
antrales (terciarios) en el cual se forma una gran cavidad antral llena de
fluido. Durante este periodo el oocito también crece, y la zona peldcida
inicia su formacién alrededor de este. Adicionalmente, las células
somaticas del tejido intersticial adyacente se diferencian en células de la
teca y forman la envoltura celular mas externa del foliculo (Smitz y

Cortvrindt, 2002).

Durante cada ciclo reproductivo una poblacién de oocitos
completa su crecimiento, adquiere una zona pelucida, y reanuda la
meiosis para convertirse en un Ovulo no fertilizado (Johnson y Col,
2004). Todos los oocitos no empiezan a crecer al mismo tiempo en los
ovarios de los mamiferos, sélo una pequefa poblacién de los oocitos en
los foliculos primordiales inicia la fase de crecimiento y alcanzan su
tamano antes de la pubertad. Después que ha culminado el desarrolio
de los foliculos conteniendo oocitos que han terminado también su
crecimiento, estos son aptos para responder al surgimiento
gonadotrépico. Entonces los oocitos reanudan la meiosis, y progresan
de profase a metafase |l dentro de los foliculos, para finalmente ser

ovulados. Este curso meidtico desde la reanudacion de la meiosis a
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metafase 1l es llamado “maduraciéon del oocito” (Smitz y Cortvrindt,

2002).

1.10.2. Espermatogénesis

Tal como en el ovario, la funcién y diferenciacion testicular del
acercamiento de las células germinales dentro de un compartimiento
especifico (corddn testicular) y la subsecuente diferenciacién de los dos
lingjes celulares caracteristicos (células Leydig y células Sertoli)
dependen de la formacion del cordon testicular: células de Leydig
produciendo esteroides fuera del compartimiento y células de Sertoli
secretando la hormona Antimuleriana (AMH) dentro del compartimiento.
En el momento en el que las células germinales masculinas forman parte
del cordén testicular toman el nombre de pre-espermatogonia (Grier,

1992).

Si las células germinales no se unen al cordén testicular, ellas
degeneran. Sin embargo el acercamiento de estas células germinales no
necesariamente asegura la diferenciacibn normal. Durante el desarrollo
testicular temprano la espermatogonia inicia las divisiones mitéticas, y
simuitaneamente sufren diferenciacion morfolégica. En roedores las
espermatogonias se reunen en grupos, los que frecuentemente
contintian dividiéndose mitéticamente de manera sincronizada despues
de la diferenciacién testicular. Al igual que las oogonias, las
espermatogonias estan conectadas por puentes intercelulares (Grier,

1992).
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Para el funcionamiento testicular normal se requiere de
estimulaciéon hormonal por gonadotropinas adenohipofisiarias, las cuales
a su vez son controladas por la secrecion pulsatil de hormona liberadora

de gonadotropina (GnRH) del hipotalamo (Hafez, 2000).

De esta manera se inicia la descarga pulsatil de LH, y ésta
estimula la produccién y liberacién de testosterona por las células de
Leydig. La testosterona parece actuar sobre las células somaticas de los
tibulos seminiferos (células peritubulares y de Sertoli). Asi, comienza la
formacion secuencial de  espermatocitos, espermatidas y
espermatozoides, hasta que se produzca suficiente esperma para

proporcionar el primer eyaculado en la pubertad (lilera, 1994).

Los andrégenos producidos también se difunden. hacia las
células de Sertoli adyacentes y hacia la sangre, donde ejercen
retroalimentacién negativa tanto en el hipotalamo como en la hipdfisis

para bloquear la liberacién de LH adicional (Hafez, 2000).

La otra gonadotropina importante es la FSH, que estimula la
produccién de Proteina Transportadora de Andrégenos (ABP) y de
Inhibina por las células de Sertoli. La ABP tiene la funcién de formar un
complejo con andrégeno (testosterona), para luego ser transportada
junto con los espermatozoides hacia el tubulo seminifero, y de esta
manera permitir el normal funcionamiento del érgano. La inhibina por su
parte tiene un efecto de retroalimentacion negativa sobre la FSH, mas no

sobre LH (Hafez, 2000).
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1.11. FECUNDACION

El transporte de espermatozoides hacia el sitio de fertilizacién (unién
Utero-tubal) en la alpaca es de manera gradual, el mayor nimero (82,7 %) se
localiza en el istmo a las 18 horas post copula; [a unién utero-tubal parece
ser ademas el principal reservorio de espermatozoides en la hembra (Bravo

y Col., 1996).

El 6vulo reanuda la meiosis a partir de la profase | de la primera
divisidbn meiética cuando comienza a madurar durante la foliculogénesis. La
maduracién y la meiosis del ovulo no se completan sino hasta que se

termina la fecundacioén, cuando el 6vulo se convierte en cigoto (Hafez, 2000).

Los espermatozoides requieren cambios que ocurren durante el
proceso de maduracién a su paso por el epididimo, este tarda 10 a 15 dias;
después de lo cual es posible la fecundacion. Para lograr ser fértil y poder
fusionarse al gameto femenino (de la hembra), el espermatozoide
experimenta varias secuencias de cambios en su maduracién, algunas
conocidas y otras desconocidas, incluyendo la “capacitacion” y las

reacciones acrosomales (Hafez, 2000).

En los mamiferos, para la fecundacibn se requieren tres
acontecimientos criticos: a) migracion del espermatozoide entre las células
monticulares (si las hay); b) fijacién del espermatozoide y migracién a través
de la zona pelucida; y c) fusibn de las membranas plasmaticas de
espermatozoide y 6vulo. La unién de la cabeza del espermatozoide a la zona

pellicida es regulada por sitios receptores en la superficie de ésta. La
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presencia de glucosiltransferasa, proteinasas y glucosidasas en la
membrana plasmatica que cubre la cabeza del espermatozoide podria
causar la union a ZP3 a traves de un mecanismo de llave/cerradura como el

de una enzima y su sustrato (Wassarman, 1990).

Al penetrar el espermatozoide la membrana vitelina, el 6vulo activado
completa la meiosis y expulsa el primer y/o segundo cuerpo polar en el
espacio perivitelino. Los cromosomas haploides maternos restantes son
rodeados por un pronucleo. Los pronucleos masculino y femenino emigran al
centro del 6vulo para nuevos arreglos en el armazén citoesquelético del

6évulo después de la activacion (Hafez, 2000).
1.12. SEGMENTACION

Despues de la etapa de cigoto, los embriones experimentan varias
divisiones mitoticas. El cigoto, o etapa de una célula, es bastante grande y
tiene baja proporcién nucleo/citoplasma. Para lograr una proporcién similar a
la de las células somaticas, experimenta divisiones celulares sin aumento de
la masa celular. A este proceso se le denomina segmentacién (para
diferenciarlo de otras modalidades de divisiéon celular, en las cuales ademas

los fragmentos o células hijas se separan fisicamente) (McLaren, 1974).

Debido a que las células de los embriones de mamifero contienen
poco vitelo (excepto en el cerdo y el caballo), dependen de la madre para
gran parte de su sostén metabdlico durante las primeras fases de la prefiez.

Durante las primeras segmentaciones hay poco incremento en la tasa
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metabdlica, pero ocurre un aumento pronunciado entre las etapas de moérula

y blastocisto (Hafez, 2000).

La segmentacion del cigoto consiste en ia division vertfcal a lo largo
del eje principal, desde el polo animal (sitio de extrusién del cuerpo polar)
hasta el polo vegetal (zona de la reserva de vitelo). Las células hijas
resultantes son llamadas blastébmeros. El plano de la segunda divisién
también es vertical, y pasa por el eje principal, pero en angulo recto con el
plano de la division inicial, produciendo cuatro blastébmeros. La tercera
division ocurre aproximadamente en angulo recto respecto a la segunda, y
da por resultado 8 blastdmeros. Una vez que el embriéon ha formado 9 a 16
blastémeros, y en algunos casos mas, se denomina morula, debido a su

parecido con una mora (Hafez, 2000).

Es posible que la segregacion de las células internas y externas en el
embrion de 16 células (mérula) del raton sea iniciada por cambios
morfogénicos que ocurren en la etapa de 8 células. En este momento, los
blastomeros se aplanan entre si para formar un embrion redondo y los
componentes celulares internos, ademas, las microvellosidades superficiales
se disponen asimétricamente en un proceso que recibe el nombre de
polarizacién. Los procesos combinados de aplastamiento de los blastémeros

y polarizacién se conocen como “compactacion” (Hafez, 2000).

Dentro de la capa trofoblastica en embriones de raton de 8 a 16
células se forman uniones estrechas cuando los biastémeros estén en intima

aposicion durante el proceso de compactacion. La formacion de uniones
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estrechas constituye un sello de permeabilidad y permite el movimiento de
liquido desde el exterior hasta el interior del blastocisto sin escape sustancial

formandose de esta manera el blastocele (Hafez, 2000).

La region inferior de la ampolla es el lugar de la fecundacién en la
mayor parte de las especies de mamiferos. Cuando el embrién se ha
desarrollado hasta las etapas de 8 a 16 células, es transportado al utero,
donde continia su division. El tiempo que los embriones pasan en el
oviducto permite al utero prepararse pafa la funcién nutricional que debe

ejercer una vez que el embridn resida en él (Hafez, 2000).
1.13. DESARROLLO EMBRIONARIO TEMPRANO

El desarrollo de las uniones intercelulares estrechas de la mérula
durante la compactacion va seguido por la acumulacién de liquido dentro de
la cavidad central formando el blastocele. La diferenciacibn de dos
poblaciones celulares distintas ocurre después de la formacién del
blastocisto. La mayor parte de las células forman la capa cuboide periférica
externa, denominada trofoblasto o trofoectodermo, que esta cubierta por
densas microvellosidades y participa en la captacién selectiva de
nutrimentos. En una fase posterior del desarrollo, el trofoblasto dara origen al
corion. Un segundo grupo de células que reside en un polo bajo el
trofoblasto forman el embrioblasto (masa de células internas), el cual se
convierte en las tres capas germinales principales del embrién (ectodermo,
mesodermo y endodermo) durante el proceso de la gastrulacion (Hafez,

2000).
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El desarrollo del embrién después de la fertilizacion en la alpaca es
similar al de otras especies. El estadio de moérula de 4 a 6 blastdmeros se
observa en el oviducto alrededor del dia 4 post cépula, como mobruia
compacta de gran numero de blastomeros por el dia 7 y en el utero como

estadio de blastocisto por el dia 10 (Bravo y Col., 1996).

El concepfus (embribn y sus membranas) produce esteroides,
prostaglandinas, proteinas y posiblemente otros agentes no identificados
que pueden jugar un rol en el establecimiento y mantenimiento de la prefiez,
siendo la clave en este proceso la proteccion del CL de la accién iuteolitica;
es asi que en el porcino, vacuno, ovino y equino se ha estudiado este
mecanismo y ya se tienen precisiones al respecto (Bazer y Col., 1986), sin

embargo en camélidos sudamericanos aun se desconoce.

En camélidos, con referencia a la implantacién del embrién, se
observé que casi en su totalidad se da en el cuerno uterino izquierdo, a
pesar de no existir diferencia significativa en la actividad ovulatoria entre
ambos ovarios; lo que indicaria que los embriones que se originan en el
cuerno derecho tienen que migrar al lado izquierdo para su implantacion

(Fernandez Baca y Col., 1973; Sumar, 1997).

Si bien no se conoce exactamente las razones de la migracién, una
explicacion al respecto estaria en la actividad luteolitica diferencial de ambos
cuernos uterinos, al ser sélo local en el derecho y ademas sistémica en el
izquierdo (Fernandez Baca y Col., 1979), por lo cual el embrién al

implantarse en el cuerno izquierdo contrarrestaria su accion luteolitica
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(Fernandez Baca, 1993). La implantacion del embrién en las paredes
uterinas parece ocurrir dentro de los 21 dias que siguen al servicio

(Fernandez Baca, 1971).

1.14. RECUPERACION Y TRANSFERENCIA DE EMBRIONES EN

CAMELIDOS SUDAMERICANOS

La transferencia de embriones (TE) ha pasado de ser, tras 20 afos de
aplicacién practica, un instrumento fiable en la cria animal de los ultimos
tiempos. Su realizacién se ha convertido en rutina diaria para los veterinarios
y técnicos que trabajan en TE. La transferencia de embriones, junto con
otras biotecnologias asociadas a ellas (conservaciéh de embriones y de
genes, fertilizacién in vitro, tipificacion genética y transferencia genética) ha
alcanzado una posicion clave como tecnologia basica en la reproduccién y

produccién animal (Gorlach, 1999).

La superovulacion y transferencia de embriones son biotecnologias
gue alcanzaron su maximo desarrollo a comienzos de 1980 y que cuentan
con una generacion anuai de 739 356 embriones. Con un total de 520 712
embriones bovinos transferidos en el mundo, en el afio 1999 se establecié
un nuevo record. La utilizacion en el Peri de las biotecnologias
reproductivas es reciente, por lo tanto, debe realizarse mediante el esquema
de nucleos de reproductores en areas geograficas claves de tal manera que

sirvan como foco de desarrollo (Alvarado, 2003). :

Resultados de estudios en superestimulacién en ovarios y produccion
de embriones en llamas y alpacas se muestran en el Cuadro 1.1. Asimismo,

24



se presenta resultados de la técnica de transferencia de embriones durante

los ultimos 30 afios en Sudamérica en el Cuadro 1.2.

Cuadro 1.1: Resultados de Superovulacion en camélidos sudamericanos

hasta la actualidad.

Embriones

. N° de Estado . .

Especie animales | fisiolégico Hormona dwablesl Referencia
onadora

Llama 6 Luteal eCG 2.3 Bourke y
(hCG) Adam 1992

Llama 24 Luteal eCG 1,4 Bourke y
(GnRh) Adam 1992

Llama 5 Luteal eCG 2,0 Bourke y
(CIDR) Adam 1992

Llama 17 Luteal FSH 1,3 Bourke y
(Norg.) Adam 1992

Liama 4 Luteal eCG 0 Correa y
(Prog.) Ratto 1994

Alpaca 4 Luteal FSH 0 Correa y
(Prog.) Ratto 1994

Llama 19 Luteal eCG 1,6 Bourke y

(GnRH) Col.1995

Llama 17 Luteal eCG 1,3 Bourke y

(Norg.) Col. 1995

Llama 20 Receptiva FSH 1,8 Correa y

Col. 1997

Fuente; Adams y Ratto, 2001.
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Cuadro 1.2: Resultados en transferencia de embriones en camélidos

sudamericanos durante las tres ultimas décadas.

Pais | Afio | Especie | Namero | Nimero | Numero | Numero
de de de de
donado- | recepto- | Preia- Naci-
ras ras das dos
Peri | 1968 | Alpacas | 3 3 | - -
Perd | 1974 | Alpacas | 15 44 a1
USA | 1985 | Llamas 1 1
Pera | 1987 | Alpacas 3 2
UK | 1991 | Llamas 33 11 3 2
Chile | 1994 Llama 1 1 1
UK | 1995 | Llamas/ 12 10 5 4
Guanacos
USA | 2000 | Llamas 47 - 15 -
USA | 2001 | Alpacas/ - - - 2
Liamas

Fuente: Adams y Ratto, 2001.

En un estudio de transferencia de embriones en camélidos, la
recuperacion de embriones se realizé a los 7 dias después de la monta,
mediante un método no quirargico, utilizando un catéter Foley de dos vias y
una solucidén de Fosfato Buffer Salina (PBS) para el lavado de cada uno de
los cuernos uterinos. Se recuperd el 76% de los embriones. El éxito del
estudio fue determinado por la presencia de un embrién, observado por
ecografia, a los 25 dias después de la transferencia. Se logré un 42,8%
(6/14) de hembras prefiadas, resuitados similares a lo reportado en bovinos,
sin embargo, los resultados encontrados fueron muy satisfactorios, no sélo

para el equipo de investigadores sino también por la importancia que puede
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tener como una herramienta para el mejoramiento genético de los camélidos
domésticos, a pesar de las condiciones poco favorables para realizar el

estudio (Huanca y Col. 2006).

El primer trabajo en el que se describe la recoleccién de embriones de
alpaca se efectué a través de una laparotomia y el abordaje quirdrgico del
oviducto (Novoa y Sumar, 1968). La primera cria de alpaca nacida por
transferencia de embriones fue obtenida por Sumar (Sumar y Franco, 1974).
Posteriormente se comienza a utilizar una técnica no quirtrgica para la
recogida de embriones, realizando el lavado del utero a los 7 dias de la
monta, dichos embriones fueron transferidos en fresco permitiendo el
nacimiento de una cria. Posteriores estudios indican que la recuperacion de
embriones en estadio de blastocistos puede ser realizada a los 7 dias post
servicio y puede realizarse mediante técnica no quirtrgica, similar a la

descrita en vacunos (Wilson Wiepz y Chapman, 1985).

En un trabajo en el que se realizé la recogida de embriones 3 dias
después de la inyeccion de 1000 Ul hCG se recuperaron 31 embriones de
un total de 126 ovulaciones, dichos embriones se encontraban en el estadio
de 2 a 8 blastémeros. Sin embargo, cuando la recogida se efectud entre 7 y
8 dias después de administrar 750 Ul de hCG no fue posible recuperar
ningin embrién. Estos datos podrian indicar que el desarrollo temprano de
los embriones de alpaca es mas rapido que en otras especies de rumiantes
y que a los 7-8 dias post inseminacién ya se habria producido la eclosién de
los embriones, es decir estarian fuera de la zona pellicida. En estas

condiciones los embriones podrian resultar dafiados por las manipulaciones
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realizadas durante el lavado y por lo tanto imposibilitar su recuperacién

(Novoa y Franco, 1999).

Las dificultades para establecer un procedimiento eficaz para
estimular la respuesta ovérica en estas especies han llevado a algunos
investigadores de EEUU y Australia a plantearse la recuperacion de
embriones a partir de hembras no estimuladas. Estos trabajos han permitido
la recuperacién de 37 embriones a partir de 47 hembras no estimuladas
(79%) y al ser transferidas a otras hembras receptoras se obtuvo una tasa

de concepcioén del 41% (Taylor y Col., 2000).
1.15. CLASIFICACION MORFOLOGICA DE LOS EMBRIONES

Los embriones seleccionados para la transferencia deben ser de la
mas alta calidad y encontrarse en una etapa adecuada de divisidn. Se
manipulan con técnicas estériles empleando un estereoscopio. En el Cuadro
1.3 se muestra ia clasiﬁcapién morfologica de embriones segun los distintos

grados de calidad (Hafez, 2000).
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Cuadro 1.3: Clasificacion y desarrollo de embriones.

Categoria

Tipo

Caracteristicas

Clasificacion
de
embriones

Excelente

Embrién con granulacién uniforme, con simetria
perfecta y contorno delineado.
Ausencia de extrusion en el blastomero.

Bueno

Embrién con granulacién uniforme y contorno
delineado.

Algo de extrusibn o degeneracibn en el
blastémero.

Forma hasta cierto punto asimétrico.

Regular

Embrién intacto con contorno impreciso.
Células con extrusion.

Blastomeros degenerados.

Pobre

Embrién con granulacién desigual o contorno
impreciso.

Algo de extrusibn o degeneracion en el
blastdmero.

Forma anormal.

Degenerado

Etapa de desarrollo dificil de determinar.

Desarrollo

embrionario

Moérula

Los blastémeros individuales no se identifican.
El embrién ocupa la mayor parte del espacio

perivitelino.

Mbérula
compacta

Los blastobmeros individuales se agregan y
forman una masa embrionaria compacta.

Blastocisto
temprano

Embrion con cavidad liena de liquido o
blastocele.

Embridén ocupa tres cuartas partes del espacio
perivitelino. Es posible diferenciar el trofoblasto

de la masa celular interna.
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Cuadro 1.3: Clasificaciéon y desarrollo de embriones (...Continuacién).

Categoria Tipo Caracteristicas
Diferenciacion pronunciada del trofoblasto
Desarrollo Blastocisto externo.
embrionario medio Masa celular interna compacta y mas
oscura.
Blastocisto muy prominente y el embrion
ocupa casi todo el espacio perivitelino.
Blastocisto El embrion tiene tamafio notablemente
expandido grande.

Blastocisto en
liberacién

Embrién en proceso de formacioén.

Blastocisto
expandido en
liberacién

Embrién con reexpansion y blastocisto
grande.

Circular, muy fragil y alargado en las
fases tardias.

Fuente: Hafez, 2000.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

21. LUGAR DE ESTUDIO

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en la Estacion
Experimental Agraria Canaan del Instituto Nacional de Innovacion Agraria
(INIA) — Ayacucho, ubicado en la Av. Abancay s/n, Canaan Bajo, distrito de
Ayacucho, provincia de Huamanga, region Ayacucho; con una altura de

2735 m.s.n.m., latitud sur 13°10'09”, longitud oeste 74°12'82".

Las caracteristicas climaticas registradas del area de influencia de la
Estacién Experimental Agraria Canaan indican que la temperatura varia de

12 a 18°C y la precipitacién pluvial varia de 250 — 500 mm.

Fuente: Estacién meteorolégica de la E.E.A. Canaan - INIA -

Ayacucho.
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2.2. DURACION DEL TRABAJO

La duracién del trabajo desde Ia revisién de la bibliografia hasta la
entrega del primer borrador fue de 10 meses. De los cuales la duracién de

la fase experimental fue de 3 meses, entre Marzo y Mayo del 2011.

2.3. MATERIALES

2.3.1. Materiales bioldgicos

Los materiales bioloégicos disponibles fueron: diez (10) alpacas
hembras de la raza Huacaya, cuyas edades fluctuaban entre 4 y 6 afios;
y cuatro (04) alpacas machos de la raza Huacaya, cuyas edades
fluctuaban entre 4 y 5 afios, los cuales se encontraban en el periodo

reproductivo.

2.3.2. Materiales no biolégicos

La Estaciéon Experimental Agraria Canaan del INIA - Ayacucho,
cuenta con un corral para el alojamiento de las alpacas y también con un

Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva Asistida equipado.

Los equipos, materiales y medios que se utilizaron para realizar el

presente trabajo fueron:

a) Equipos
e Ecografo Marca Landwind con transductor lineal de 7.5 MHz
e Estereoscopio
e Autoclave

o Bafio Maria
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e Estufa
b) Materiales de laboratorio
o Catéter Foley N° 18 de doble via
o Estilete de aluminio
e Filtro EMCOM
e Probeta 1000 ml
e Matraz de 1000 mi
e Vasos de precipitado de 500 mi
e Pipetas Pasteur de vidrio
e Placas Petri medianas y grandes
¢ Lubricante: jabon liquido
e Gel para ecografia
e Guantes quirtrgicos
¢ Guantes obstétricos
o Papel toalla
e Cinta maskingtape
e Gasas
e Jeringasde 1,5y 60 ml
¢ Agujas hipodérmicas N° 21
e Alcohol por 1 Litro

e Algodén por 1 Kg.

c) Materiales de campo

e Carretilla para sujecion del animal
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e Sogas
e Bozal

¢ Fichas individuales (actividad ovarica y otras obsérvaciones).

d) Medios para el lavado y preservacién de embriones

o Medio de lavado completo Biolife Advantage (Agtech, Inc.),
boisa de 1 litro.
Férmula: D-PBS (1x liquido) con D-glucosa, piruvato sédico,
PVOH (alcohol polivinilico), gentamicina y kanamicina.

¢ Medio de preservacion y transferencia de embriones BioLife
(Agtech, Inc.), bolsa de 60 ml.
Férmula: M-PBS con 4 mg de ASB (albumina sérica bovina) fr.
V, 100 ug de estreptomicina, 0,25 ug de anfotericina-B y 0,02

mg de kanamicina/ml. Sin rojo de fenol.

e) Anestésico local y tranquilizante
¢ Lidocaina clorhidrato 2%

e Frasco de Promazil® (Acepromazina)
2.4. ETAPAS Y TECNICAS

2.4.1. Seleccidn y preparacion de los animales

Las 10 alpacas hembras adultas de la raza Huacaya en condicion
no gestante, fueron seleccionadas al azar del Banco de Germoplasma
del INIA Ayacucho, ubicado en la comunidad de Ccarhuaccpampa,

distrito de Paras, provincia de Cangallo, regién Ayacucho, ubicado a

34



4200 msnm. Para el diagnéstico de prefiez se utilizd6 una prueba de
campo que consistié en la exposicién de la hembra al macho y si ésta
tomaba la posicidn de recumbencia (de cubito ventral) mostrando una
actitud de aceptacion, significaba que muy probablemente estaba vacia
y era seleccionada, posteriormente se confirmé con el examen

ultrasonografico.

Las 4 alpacas adultos machos fueron seleccionados de aquellos
que habian trabajado en la campafia anterior, es decir machos probados

con descendencia conocida.

La preparacion de los animales consistié en un proceso de
acostumbramiento a su nuevo habitat un mes antes de iniciar con el
trabajo y la aplicacién de un antiparasitario (Valbazen plus®) y de un
suplemento vitaminico (Vigantol® ADE) quince dias antes de llevar a
cabo el presente trabajo, con la finalidad de que los animales tengan una

buena condicién corporal.

2.4.2. Ecografia y empadre

Imagen N° 01: Ecografia transrectal ovarica de una alpaca Huacaya

donadora natural, se observa un foliculo de 7.61 mm de diametro.
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En el Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva Asistida de la
Estacion Experimental Canaan, se realiz el primer dia (considerado dia
0) la evaluacion folicular de las alpacas Huacaya seleccionadas,
mediante la técnica de ultrasonografia transrectai utilizando un ecégrafo
veterinario marca Landwind con un transductor lineal de 7.5 MHz, para
verificar la presencia de un foliculo preovulatorio (27mm de diametro),
las alpacas que presentaron este foliculo fueron trasladadas a su corral,
donde se realiz6 el empadre dirigido con los respectivos machos. Es
importante recalcar que no se suministré ninguna hormona exégena

para inducir la ovulacion en las alpacas. El dia del primer empadre se

consider6é como el dia cero (0).

Imagen N° 02: Empadre dirigido de alpacas Huacaya donadoras

naturales que presentaron foliculo preovulatorio.
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Esquema 2.1. Procedimiento para la recuperacién sucesiva de embriones

y retorno folicular post lavado en alpacas (Vicugna pacos) Huacaya,

donadoras naturales.

—_—t

r4
DIA 0 7 14 21 28 35
$COGRAFiA LAVADO $COGRAF5A LAVADO ECOGRAFIA LAVADO
Y
EMPADRE EMPADRE EMPADRE

Fuente: Elaboracion propia.

2.4.3. Recuperacion de embriones (Lavado intrauterino)

Transcurridos siete dias luego del empadre (es decireldia 7, 21 6
35, dependiendo si se realizé6 1, 2 6 3 lavados, respectivamente), se
procedié a la recuperacion del embrion, mediante un procedimiento no
quirdrgico, previa identificacion, mediante ecografia, del cuerpo ldteo en
el ovario respectivo donde 7 dias atras se observé el foliculo

preovulatorio.

En el corral de alpacas se inmovilizé6 al animal eﬁ una carretilla
disefiada para su sujecién con la ayuda de sogas y un bozal, luego se
trasladé hacia la “zona de manejo animal” del laboratorio donde se le
administré 0,3 ml de Promazil® (Acepromazina) via intramuscular, para
su tranquilizacién, y también se le aplicé 0.5 ml de Lidocaina 2% en la
articulacién sacrococcigea, esto con el objeto de conseguir la anestesia
epidural caudal, a continuacién se procedié a la eliminacion del

contenido rectal con la ayuda de un par de guantes quirtirgicos y el
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lubricante, después se realizd la ecografia transrectal para observar el

ovario en busca del cuerpo liteo.

Para una mejor limpieza de la regién perineal, ésta se lavé con

agua y jabén, luego se secé con papel toalla.

El cuerno uterino elegido para el lavado, fue el del mismo lado del
ovario en el que se encontré el cuerpo lateo (indicativo de que ocurrié la
ovulacion), se utilizé un catéter Foley de doble via N° 18. Se introdujo via
transvaginal el catéter Foley, atravesando la cérvix hasta llegar al tercio
anterior del cuerno uterino, luego se procedié al insuflado del balén del

catéter con 15 ml de aire.

Imagen N° 03: Introduccién del catéter Foley N° 18, atravesando la

cérvix hasta llegar al tercio anterior del cuerno uterino.
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El lavado se realizé con el medio de lavado de la marca Agtech
(Anexo 01), previamente calentado a una temperatura de 37°C en Bafio
Maria. El cuerno uterino fue lavado con 30 ml de medio de lavado,
ingresando cantidades de 10 ml, por tres veces consecutivas con una
jeringa de 60 ml. El medio de lavado recuperado desde el cuerno uterino
fue pasado a través de un filtro EMCOM (que posee un diametro de poro
de 70 ym) (Anexo 02), finalizado el lavado, se utilizé 5 ml adicionales de
medio de lavado para recuperar el contenido remanente dentro del
catéter, drenado a una placa petri, inmediatamente después los
contenidos del medio de lavado recuperado del cuerno uterino fueron
trasladado a la “zona restringida” del laboratorio, donde fue observado a

través del estereoscopio para proceder a la busqueda del embrién.
2.4.4. Evaluacion de los embriones

En la “zona restringida® del laboratorio, los embriones
recuperados fueron llevados al medio de mantenimiento (Anexo 03),
luego se evaluaron y clasificaron segun los criterios que se muestran en
el Cuadro 1.3, mediante el uso del estereoscopio (Anexos 04, 05, 06 y

07).
2.4.5. Tiempo de retorno folicular post-lavado

Para la evaluacién del tiempo de retorno folicular, se utilizé
ecografia transrectal en dos momentos: primero el dia 14, es decir
transcurridos 7 dias después del primer lavado; y segundo el dia 28,

transcurridos 7 dias después del segundo lavado sucesivo; ello con el
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objeto de observar el ovario en busca de algtin foliculo pre ovulatorio (=
7mm), el cual nos indicaria que el ovario se encuentra desarrollando una
nueva onda folicular, y si éste era el caso se procedia al empadre de la

alpaca.

Cada acontecimiento sucedido con cada alpaca, durante este
trabajo de investigacion, fue registrado en una ficha individual (Anexo

08).

De acuerdo al desarrollo del trabajo, se formaron 3 grupos de
alpacas a las cuales, de acuerdo al nimero de lavados sucesivos, se

denominé de la siguiente manera:

e Primero: alpacas al primer lavado sin retorno folicular.

e Segundo: alpacas al segundo lavado sucesivo y que tuvieron 1
retorno folicular post lavado.

e Tercero: alpacas al tercer lavado sucesivo y que tuvieron 2

retornos foliculares post lavado.
2.5. DISENO ESTADISTICO

Se utilizé estadistica descriptiva basica como medidas de tendencia
central (promedio) y de dispersion (desviacidn estandar, coeficiente de
variabilidad y minimo y maximo), asimismo se muestran frecuencias
absolutas y relativas.

Para analizar las variables cuantitativas: tamario de foliculos y tamafio

de cuerpos iuteos comparados de acuerdo al nimero de lavados, se utilizd
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un Disefio Completamente al Azar (DCA) cuyo Modelo Aditivo Lineal (MAL)

es.

y; =u+Pb +ey

Donde:
y;, = Es la variable respuesta (tamafio de foliculos y de cuerpos

liteos).

u = Es el promedio general o constante comun.

P = Es el factor nimero de lavado (01, 02 y 03 Lavados).

1

e; = Es el error experimental.

Para las comparaciones mdltiples se utilizé {a Prueba de Duncan.

Las variables continuas: porcentaje de foliculos y cuerpos lateos
segun lado de ovario, tasa de ovulacién segin numero de lavado y lado de
ovario, tasa de recuperacion de embriones segin numero de lavado y lado
de cuerno uterino, porcentaje de embriones segun calidad, y tiempo de
retorno folicular, fueron analizados mediante la prueba de Chi-cuadrado (de

muestras simples) cuya férmula es la siguiente:

e

!

k 2
0. — €.
xf — 2 : ( i 1) zxz(k—l)
i=1 j

Donde:

o, = es el nimero observado de casos en la categoria iésima.

e, = es el nimero esperado de casos en la categoria iésima.
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k =es el nimero de categorias.

Las variables tasa de ovulacién y tasa de recuperacion de embriones,
previo al analisis estadistico se transformé a valores angulares ( Sen“\/; )

Para analizar las variables continuas (tamafio de foliculos y tamafio de

cuerpos liteos segun lado de ovario) se utilizé la prueba T-Student, cuya

formula es:
X1—-X2
tc - ~ Y(n1+n2-2)gl
f 1 1
S —+ —
n
Donde:
t, = Es la t calculada.
X1yXs = es el promedio del lado de ovario derecho e izquierdo.
S: = es la variancia comun.
nyn; = son el numero de observaciones del lado de ovario

derecho e izquierdo.

Los datos fueron procesados mediante el programa estadistico R version

2.51.
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CAPITULO 1l

RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD OVARICA
3.1.1. Evaluacion de foliculos preovulatorios

Cuadro 3.1: Numero y diametro folicular (mm) al dia de la ecografia segun
namero de lavados sucesivos en alpacas Huacaya donadoras naturales.

E.E.A. Canaan-INIA, Ayacucho-2011.

Foliculos ovaricos
N° de Lavados N° de Diametro
sucesivos alpacas N° | promedio C.V. |Minimo |Maximo

(mm)+D.S. % (mm) | (mm)

Primero 10 10 | 8.00 £ 1.15% {14.43| 7.00 10.00
Segundo 5/10 5 19.20+286% |31.13| 7.00 14.00
Tercero 2/5 2 | 750+£0.71% | 943 | 7.00 8.00
Total general 10 17 | 829+1.79 |21.64| 7.00 14.00

a, b. Literales diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica significativa
(P<0.05), Prueba Duncan.
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En el cuadro 3.1 se muestra los resultados sobre el numero y
diametro promedio de foliculos preovulatorios (7mm) en alpacas Huacaya
donadoras naturales segun numero de lavados sucesivos; en el cual, el
diametro folicular al dia de la ecografia presenta un promedio general de
8.29 £ 1.79mm, con un coeficiente de variabilidad de 21.64%, con valores
que van de 7 a 14mm; al 1° Lavado se tuvo un diametro promedio de 8.00 %
1.15mm; al 2°, 9.20 £ 2.86mm y al 3°, 7.50 £ 0.71mm. Al analisis estadistico
nos indica que no existe diferencia estadistica significativa entre los
diametros promedios segun numero de lavados sucesivos. (P=0.05) (Anexo

09).

10

Diametro folicular {(mm)

o N & O &

12 Lavado Numero de foliculos

2¢ Lavado
sucesivo 32 Lavado

sucesivo

Grafico 3.1: Numero y diametro folicular (mm) al dia O segin numero de

lavados sucesivos en alpacas Huacaya donadoras naturales.

Al respecto Bravo y Col. (1990), sefiala que la ovulaciéon de un foliculo
se produce cuando el foliculo adquiere un diametro mayor o igual a 7mm

(preovulatorio) y que si el estimulo para inducir la ovulaciéon se da cuando el



foliculo se encuentra en etapa de crecimiento; en nuestro estudio el diametro

promedio fue de 8 mm lo que demostré la presencia de dinamica folicular.

Cuadro 3.2: Diametro folicular promedio (mm) y porcentaje de
foliculos al dia de la ecografia, seglin ubicacion del ovario en
alpacas Huacaya donadoras naturales. E.E.A. Canaan-INIA,

Ayacucho-2011.

Foliculos ovaricos

Ovario Diametro | - v. | Minimo | Maximo|
N° | (%) promedio

(mm) £D.S.
Derecho 11 {64.71} 7.82+1.08% {13.80| 7.00 10.00
Izquierdo 6 |35.29| 9.17+2.56% |27.96| 7.00 14.00

a, b. Literales diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica
significativa (P<0.05), Prueba t-student.

% (mm) | (mm)

El cuadro 3.2 muestra el diametro folicular promedio (mm) y
porcentaje de foliculos por ovario al dia de la ecografia, en alpacas Huacaya
donadoras naturales; siendo para el ovario derecho de 7.82 + 1.08 mm y
ovario izquierdo de 9.17 + 266 mm. Al analisis estadistico, no existe
diferencia estadistica significativa entre los tamafios promedios de foliculos

segun ovario de la alpaca (P=0.05) (Anexo 10).
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Grafico 3.2: Diametro folicular (mm) y porcentaje de foliculos por ovario
al dia cero en alpacas Huacaya donadoras naturales.

Con respecto al didmetro del foliculo preovulatorio al momento de la
copula fue similar para todos los grupos siendo superior o igual a 7 mm, lo

cual es similar a lo reportado por Cervantes (2008) y Panez (2007).

No existen trabajos previos sobre diametros foliculares en alpacas
segun ubicacion del ovario; sin embargo Jimeénez (2009) al trabajar en Puno,
con una muestra de 32 llamas donadoras, reporté el diametro de foliculos
del ovario derecho de 9.55 + 3.12mm y para el izquierdo 9.87 + 2.92mm que
al analisis estadistico no existe diferencia estadistica significativa (P20.05).
Ademas, dichos resultados demuestran que esta especie presenta valores
ligeramente mayores, a lo que nosotros podemos aducir que probablemente
se debidé a la mayor condicién corporal y tamafio de los animales, asi como

por la propia especie en relacion a nuestro trabajo de investigacion.

De la misma manera, hace suponer que en un procedimiento sin

superestimulaciéon siempre se van a obtener porcentajes similares a los que
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se observa en una copula normal con una frecuencia similar de aparicion de
foliculos, tanto en el ovario derecho como en el izquierdo, lo que coincide
con algunos autores, que observaron que los foliculos dominantes se
distribuyen en forma homogénea entre ambos ovarios (Bravo y Sumar, 1989;

Fernandez Baca y Col., 1970; San Martin y Col., 1968).

En cuanto al porcentaje de foliculos, el ovario derecho desarrollé un
64.71% (11/17) de foliculos en comparacion al izquierdo que sélo presentd
un 35.29% (6/17). Al analisis estadistico, nos indica que este porcentaje es

similar o que la funcionalidad ovarica es igual en ambos ovarios (P=0.05).

Nuestro resultado se asemeja a los obtenidos por Jiménez (2009), en
un trabajo realizado con llamas, en el que obtuvo 35 foliculos, de los cuales
el 57.14% fueron del ovario derecho y 42.86% del ovario izquierdo, al
andlisis estadistico no existié6 asociacion estadistica segun ubicacion de
ovario (P20.05), mostrando ambas especies una mayor actividad folicular en
el ovario derecho, resultados sin embargo que contrastan con Del Campo y
Col. (1996) y Cosio (2000) quienes indican que el porcentaje de foliculos en

el ovario izquierdo es ligeramente superior que en el derecho.
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3.1.2. Evaluacion de cuerpos luteos

Cuadro 3.3: Nimero y diametro promedio de cuerpos liteos (mm), segun
numero de lavados sucesivos en alpacas Huacaya donadoras naturales.

E.E.A. Canaan-INIA, Ayacucho-2011.

N° de \° de Cuerpos lateos
Lavaglos alpacas | yo | Didmetro promedio | C.V. | Min. | Max.
sucesivos (mm) £ D.S. % | (mm) | (mm)
Primero 10 7 12.00 + 1.83% 15.21 9 14
Segundo 5/10 4 11.00 £ 0.82° 7.42 10 12
Tercero 2/5 2 11.50 £ 0.712 6.15 | 11 12
Total general 10 - | 13 11.62 £1.45 1245 | 9.00 14

a, b. Literales diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica significativa
(P<0.05), Prueba Duncan.

En el cuadro 3.3 se muestra el diametro promedio de cuerpos liteos
(mm) segun namero de lavados sucesivos, en alpacas Huacaya donadoras
naturales, siendo el didametro general promedio de 11.62 = 1.45mm. Para
los lavados 1°, 2° y 3°, el diametro promedio de los cuerpos luteos fue de
12.00 £ 1.83mm; 11.00 £0.82mm; y 11.50 £ 0.71mm, respectivamente. Al
analisis estadistico, las diferencias de los promedios de los tres lavados
sucesivos no es significativo (P20.05) (Anexo 11). El tamafio folicular no esta
influenciado por el niumero de lavados sucesivos instaurados en las alpacas,
el cual generaria un estrés por el procedimiento ejecutado. El didametro de
los cuerpos lateos se encuentra dentro de los rangos (10 - 15 mm) que
aseguraran la produccién de progesterona en caso prosiguiera la gestacion,
logrando su maximo desarrollo entre los 8 dias post copula como lo

menciona Aba y Col. (2000) y Adams y Col. (1991).
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Grafico 3.3: Diametro de cuerpos luteos (mm) segun numero de lavados

sucesivos, en alpacas Huacaya donadoras naturales.

Existen otros trabajos donde se utilizaron inductores de la ovulacion.
Asi, Vasquez (2005), quien utilizando plasma seminal entero obtuvo cuerpos
liteos con diametro de 10.9 + 2.7 mm; asi mismo, en otro estudio Panez
(2007) obtuvo cuerpos liteos con un diametro de 9.5 + 1.1 mm al utilizar
plasma seminal por via intramuscular. Coincidimos también con Sumar y
Col. (1988), quien reporté que el cuerpo luteo crece rapidamente de 7 mm
de diametro para el dia 3 post monta a 10 - 12 mm para el dia 7 a 8 después

del servicio.
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Cuadro 3.4: Diametro promedio y numero de cuerpos ltteos,
segun ovario, en alpacas Huacaya donadoras naturales. E.E.A.

Canaan-INIA, Ayacucho-2011.

Cuerpos lateos
. Diametro
Ovario C.V. | Minimo | Maximo
N° (%) | promedio
% (mm) (mm)
(mm) £D.S.
Derecho | 9 [69.23]11.67 +£1.66| 14.21 9 14
Izquierdo| 4 |30.77|11.50+1.00| 8.70 11 13

a, b Literales diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica
significativa (P<0.05), Prueba t-student.

El cuadro 3.4 indica el tamafio promedio de los cuerpos ltteos segln
ubicacién del ovario en alpacas Huacaya donadoras naturales. Los cuerpos
liteos del ovario derecho lograron tamafnos promedio de 11.67 £ 1.66 mm y
el ovario izquierdo 11.50 £ 1.00 mm de diametro. Al analisis estadistico esta

diferencia no es significativa (P20.05) (Anexo 12).
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Grafico 3.4: Diametro promedio de cuerpos luteos segun ovario, en

alpacas Huacaya donadoras naturales.
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En el presente estudio el cuerpo luteo fue detectado al dia 7 post
copula mediante ecografia transrectal ovarica; sin embargo, se tiene
referencias de Adams y Col. (1991) en llamas no prefiadas que ovularon,
detectandose tempranamente el cuerpo liteo a los 3.1 + 0.2 dias post

ovulacion y el crecimiento maximo se dio a los 5.9 + 0.3 dias post ovulacion.

Cuadro 3.5: Tasa de ovulacidon general segin nimero de lavados sucesivos

en alpacas Huacaya donadoras naturales. E.E.A. Canaan-INIA, Ayacucho-

2011.
Respuesta ovulatoria en alpacas
N° de Lavados Total de alpacas
sucesivos Sin ovulacién | Con ovulacién
N° (%) N° (%) N° %
Primero 3 30.00 70.00 10 | 100.00
Segundo 1 20.00 80.00 | 5/10 100.00
Tercero 0 0.00 100.00| 2/5 100.00
Total general 4 23.53 13 76.47 10 100.00

En el cuadro 3.5 se presentan las tasas de ovulacion, general y segin
nimero de lavados sucesivos en alpacas Huacaya donadoras naturales,
siendo la tasa de ovulacion global de 76.47% (13/17) de los foliculos
preovulatorios identificados con anterioridad y un 23.53% (4/17) de foliculos
gue no ovularon. Ademas indica que la tasa de ovulacién para el 1° Lavado
fue 70% (7/10), 2° Lavado sucesivo, 80% (4/5) y 3° Lavado sucesivo, 100%
(2/2). Al anélisis estadistico podemos afirmar que la tasa de ovulacién en
cada uno de los lavados tiene un comportamiento diferente (P<0.01) (Anexo
13).
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La presencia del cuerpo ltiteo confirma la ovulacién después de la
copula o la administracibn de hormonas con actividad LH como lo

mencionan Bravo y Col. (1990); Fernandez Baca y Col. (1970).

El 76.47% (13/17) de las hembras presentaron un solo cuerpo liteo ya
que en cada onda folicular en condiciones naturales sé6lo un foliculo se hace
dominante y otras de la cohorte se atrofian; a diferencia de lo que ocurre en
los tratamientos superovulatorios como en el trabajo presentado por Huanca
y Col. (2006, 2007) en el que reporta que utilizando un protocolo hormonal
de estimulacioén ovarica con eCG, es posible obtener el desarrollo de 8.1 +

1.0 cuerpos luteos en llamas y 5.9 £ 1.3 cuerpos luteos en alpacas.

100

32 tavado sucesivo

29 favado sucesivo

Tasa de ovulacién

(%)
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Grafico 3.5: Tasa de ovulacidbn segun numero de lavados sucesivos en

alpacas Huacaya donadoras naturales.

Las fallas de la ovulacién post cdpula pueden ser atribuidas a una
sensibilidad disminuida de los foliculos a los niveles circulantes de LH debido
a las variaciones en los estadios de maduracién folicular como lo menciona

Fernandez Baca (1971) y Novoa (1989) o también podrian deberse al tiempo
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de la copula, no siendo el principal factor como lo menciona Vivanco y Col.
(1985) al referirse que a mayor tiempo de duracién de la cépula se obtiene
mayor porcentaje de alpacas que ovulan, sin embargo se ha encontrado que
en varios casos, hembras con mas de 20 minutos de cépula no liegan a

ovular mientras que en otras con 5 minutos si lo hacen.

Cuadro 3.6: Tasa de ovulacién segin ovario en alpacas Huacaya

donadoras naturales. E.E.A. Canaan-INIA, Ayacucho-2011.

Respuesta ovulatoria en alpacas Huacaya
- — Total general
Ovario Sin ovulacidn Con ovulacion
N° (%) N° (%) N° (%)
Derecho 2 18.18 9 81.82 11 100
Izquierdo 1 2 33.33 4 66.67 6 100
Total general| 4 23.53 13 76.47 17 100

En el cuadro 3.6 se muestra la tasa de ovulacion segun ovario en
alpacas Huacaya donadoras naturales, siendo para el ovario derecho
81.82% (9/11) e izquierdo 66.67% (4/6). Estos resultados corresponden al
total de foliculos preovulatorios y cuerpos liteos logrados en los tres
procedimientos en general. Al analisis estadistico no existe diferencia
estadistica (P=0.05) por lo que la tasa de ovulacién del ovario derecho e

izquierdo son similares (Anexo 14).

Seglin Fernandez Baca (1973) en un estudio en aipacas, no se
encontraron diferencias en la tasa de ovulacién entre ovarios, detectando un
cuerpo luteo en el ovario derecho en 51%, 47% en el izquierdo y cerca de

2% en ambos.
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Grafico 3.6: Tasa de ovulacion segun ovario en alpacas Huacaya donadoras

naturales.

Para el caso de llamas, Sumar y Leyva (1979) detectaron un cuerpo

liteo en el ovario derecho en un 55%, 44% en el izquierdo y 1% en ambos

ovarios, no existiendo diferencia significativa entre ovarios.

3.2. EVALUACION DE EMBRIONES RECUPERADOS

Cuadro 3.7: Tasa de recuperacion de embriones en funcion del nimero

de cuerpos luteos segin numero de lavados sucesivos en alpacas

Huacaya donadoras naturales. E.E.A. Canaan-INIA, Ayacucho-2011.

Embriones
N° de Lavados N° N°
recuperados
sucesivos alpacas | cuerpos liiteos
N° (%)
Primero 10 7 3 43
Segundo 5/10 3 75.00
Tercero 2/10 2 100.00
Total general 10 13 8 61.54
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El cuadro 3.7 indica la tasa de recuperacién de embriones en funcién
del numero de cuerpos luteos identificados segun numero de lavados
sucesivos en alpacas Huacaya donadoras naturales. El promedio general de
embriones recuperados fue de 61.54% (8/13) de un total de 13 cuerpos
luteos identificados por evaluacion ecografica. EI 100% de los embriones se

encontraron en estado de blastocisto expandido.
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Grafico 3.7: Tasa de recuperacion de embriones en funcién del nimero de
cuerpos liteos segun numero de lavados sucesivos en alpacas Huacaya

donadoras naturales.

El grafico 3.7 muestra la tasa de recuperacion de embriones para el
1°, 2° y 3° Lavado sucesivo, cuyos valores son 42.86% (3/7), 75% (3/4) y
100% (2/2) respectivamente. Al andlisis estadistico podemos afirmar que la
tasa de recuperacion de embriones tiene un comportamiento diferente en
funcion del nimero de cuerpos luteos segun numero de lavados (P20.01).

(Anexo 15).
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Cuadro 3.8: Tasa de recuperaciébn de embriones en funcién del
cuerno uterino y numero de cuerpos liteos en alpacas Huacaya

donadoras naturales. E.E.A. Canaan-INIA, Ayacucho-2011.

N° Embriones recuperados
Cuerno uterino
cuerpos lateos N° (%)
Derecho 9 5 55.56
lzquierdo 4 3 75.00
Total general 13 8 61.54

El cuadro 3.8 muestra la tasa de recuperacidén de embriones en
funcion del cuerno uterino y el niumero de cuerpos liteos en alpacas
Huacaya donadoras naturales, siendo para el cuerno uterino derecho
55.56% (5/9) embriones y para el izquierdo 75% (3/4) embriones en estado

de blastocisto. Al analisis estadistico no hay diferencia significativa (P=0.05)

(Anexo 16).
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Grafico 3.8: Tasa de recuperacion de embriones en funcién del cuerno
uterino y nimero de cuerpos luteos en alpacas Huacaya donadoras

naturales.
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Por otra parte, nuestras cifras son un tanto diferentes con respecto a
Cosio (2000), quien reporta que sobre 21 hembras que presentaron cuerpos
luteos y que no fueron tratadas por superestimulacion, se encontré un total
de 16 embriones, de los cuales el 31.25% fueron recolectados del lado
derecho y 68,95% del lado izquierdo, pero coincidimos en que el mayor

porcentaje de embriones se recupero del cuerno uterino izquierdo.

Cuadro 3.9: Tasa de recuperacion de embriones segun numero de
lavados sucesivos y ubicacion en el cuerno uterino (Blastocisto = 100%)
en alpacas Huacaya donadoras naturales. E.E.A. Canaan-INIA,

Ayacucho-2011.

N° de Cuerno | Embriones recuperados Tasa 3
. recuperacion
Lavados uterino . o
sucesivos Cantidad | Subtotal | embriones (%)

Derecho 2 66.6
Primero : 3

Izquierdo 1 33.3

Derecho 1 33.3
Primero : 3

Izquierdo 2 66.6
Tercero Derecho 2 2 100.00

El cuadro 3.9 muestra la tasa de recuperacion de embriones segun
nimero de lavados sucesivos y ubicaciéon en el cuerno uterino en alpacas
Huacaya donadoras naturales; siendo para el 1° Lavado el 66.6% (2/3) de
embriones procedentes del cuerno derecho y 33.3% (1/3), del cuerno
izquierdo; para el 2° Lavado sucesivo, el 33.3% (1/3) de embriones

procedian del cuerno uterino derecho y 66.3% (2/3), del cuerno izquierdo y
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para el 3° Lavado sucesivo, el 100% (2/2) de embriones procedieron sélo del

cuerno derecho.
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Grafico 3.9: Tasa de recuperacion de embriones segun numero de lavados
sucesivos y ubicacién en el cuerno uterino (Blastocisto=100%) en alpacas

Huacaya donadoras naturales.

En las hembras a las que se realizo el lavado de cuerno uterino, se
pudo colectar como maximo un solo embrién en estadio de blastocito
expandido, a diferencia de lo que podemos observar en los tratamientos
superovulatorios, en los cuales se pueden recuperar embriones en diferentes

etapas como lo reportado por Cervantes (2008).

Segun los resultados obtenidos por Jiménez (2009) en llamas, el
porcentaje de embriones procedentes del cuerno uterino derecho fue
47.62% y para el cuerno uterino izquierdo fue 52.38%, siendo similar a
nuestro trabajo realizado en alpacas, al haber recuperado el mayor

porcentaje de embriones en el cuerno uterino izquierdo.
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Cuadro 3.10: Clasificaciéon de embriones segun calidad
"IETS (Blastocisto=100%) en alpacas Huacaya donadoras

naturales E.E.A. Canaan-INIA, Ayacucho-2011.

Calidad del Embriones recuperados
embrién N° (%)
Excelente 4 50.00

Bueno 2 25.00
Regular 2 25.00
Total general 8 100.00

En el cuadro 3.10 se observa la clasificacion de embriones
recuperados en alpacas Huacaya donadoras naturales, lograndose el 50%
(4/8) de los embriones de calidad Excelente, 25% (2/8) de calidad Bueno y
25% (2/8) de calidad Regular. Al analisis estadistico (P=20.05), no existe
diferencia estadistica significativa entre la cantidad de embriones colectados

y la calidad (Anexo 17).

25% (2/8)

25% (2/8) 0 BUENO

Grafico 3.10: Clasificacion de embriones segun calidad [ETS
(Blastocisto = 100%) en alpacas Huacaya donadoras naturales.
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Similares resultados fue logrado por Cervantes (2008) en un estudio
sobre el momento 6ptimo de recuperacion de embriones de alpacas por el
método no quirurgico; logrando a los 7 dias post copula, embriones de
calidad: Excelente 49%; Buena 33.3%,; Regular 19.1% y Mala 0%. Dichos
resultados son superiores a los nuestros, lo cual podria deberse a la
influencia de la condicion corporal regular de las alpacas y al estrés

producido por el manejo.

La calidad embrionaria es determinante para lograr el éxito de los
procedimientos de transferencia de embriones para todas las especies. En
ese sentido, al momento de evaluar los embriones colectados se tomé en
cuenta el estadio de desarrollo, forma, color, tamafio y calidad porque
podrian afectar la nidacién y sobrevivencia de los mismos. Evagengelista
(2007), reporta dos tratamientos (A: control; B: superestimulacién con eCG),
cuyos resultados fueron: Grupo A: Excelente 60%, Bueno 20%, Regular 0%
y Malo 20%; Grupo B: Excelente 40%, Bueno 30%, Regular 25% y Malo 5%;
en ambos experimentos el 100% de embriones de calidad Excelente y
Bueno eran transferibles a diferencia de lo expuesto por Correa y Col. (1997)
quien obtuvo un 90.48% (19/21) de embriones clasificados como fértiles y un
9.52% (2/21) fue clasificado como muerto o degenerado. En nuestro estudio
se obtuvieron porcentajes menores de embriones de calidad Excelente y
Bueno, esto probablemente se debié a la condicién corporal regular de los

animales por los lavados sucesivos a los cuales fueron sometidos.
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3.3. EVALUACION DE RETORNO FOLICULAR

Cuadro 3.11: Retorno folicular tras coleccidon de embriones a los 7
dias post lavado en alpacas Huacaya donadoras naturales. E.E.A.

Canaan-INIA, Ayacucho-2011.

N° de Alpacas con retorno Alpacas sin retorno
Lavados folicular folicular
sucesivos N° (%) N° (%)
Primero 10 100 0
Segundo 50 50
Tercero 20 80

El cuadro 3.11 muestra el nimero y porcentaje de alpacas Huacaya
donadoras naturales segun numero de lavados sucesivos, por el cual fueron
10/10 (100%) las alpacas que se sometieron a un solo lavado, 5/10 (50%)
alpacas se sometieron a 2 lavados sucesivos y que presentaron 1 retorno
folicular, y so6lo 2/10 (20%) alpacas, a 3 lavados sucesivos presentando 2
retornos foliculares. La evaluacion del retorno folicular luego del primer
lavado a los 7 dias, muestran que el 50% de los animales presentaron
foliculos preovulatorios (2 7mm de diametro), asimismo el 20% de las
alpacas presentaron foliculos preovulatorios luego del segundo lavado. Al
analisis estadistico el porcentaje de retorno folicular es diferente en cada

lavado (P<0.01) (Anexo 18).

Esto indica que, a medida que las alpacas fueron sometidos a lavados
sucesivos (1°, 2° y 3°), el numero de alpacas se reduce paulatina y

considerablemente, lo cual podria deberse al estrés del manejo generado
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por la técnica utilizada y a la baja condicién corporal permitiendo que
algunos de los ejemplares no retornaran a desarrollar ondas foliculares post

lavado a los 7 dias, requiriéndose mayor tiempo para recuperarse.
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Grafico 3.11: Retorno folicular tras coleccién de embriones en
lavados uterinos sucesivos a los 7 dias post lavado en alpacas

Huacaya donadoras naturales.

Asimismo, se observé mediante ecografia, que el 100% de los
animales a los 14 dias post lavado sometidos a diferentes lavados

presentaron nuevamente foliculos preovulatorios (2 7mm de diametro).

Estos resultados demuestran que es factible realizar lavados
sucesivos en alpacas para recuperar embriones aprovechando las ondas
foliculares en forma natural; no se tiene mayor informacién sobre retorno
folicular en donantes naturales; sin embargo Huanca y Col. (2006, 2007)
reportan la recuperacion de hembras donadoras superestimuladas, que al
examen ecografico a las 3 semanas posteriores al lavado, 85% de la
hembras presentaron foliculos preovulatorios, ello probablemente se deberia

a un mayor descanso de las hembras post lavado para la recuperacion de

embriones.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. CONCLUSIONES

1. Se logr6 producir y colectar embriones en alpacas Huacaya
mediante un procedimiento de lavados intrauterinos sucesivos, en

forma natural, sin la utilizacion de hormonas exdgenas.

2. lLa actividad ovarica en alpacas Huacaya sometidas a lavados
sucesivos intrauterinos no tuvo diferencias estadisticas
significativas para: el diametro de foliculos y de cuerpos luteos
segln ubicacién de ovario y segin numero de lavados aplicados
(1°, 2° y 3°), y también para la tasa de ovulacion segun ubicacion
de ovario. Por el contrario, la tasa de ovulacion segun nimero de

lavados sucesivos si demostré diferencia estadistica significativa.
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3. Los embriones recuperados de manera sucesiva en alpacas
Huacaya obtenidos de forma natural fueron de calidad excelente en
un 50%, bueno 25% y regular en 25% no existiendo diferencia

estadistica.

4. La tasa de recuperacion de embriones en forma general fue de
61.54%, encontrandose el 100% de los embriones colectados en
estado de blastocisto expandido. La tasa de recuperacion de
embriones segun ubicacion de cuerno uterino, es similar
estadisticamente en el derecho e izquierdo; sin embargo, segun
nimero de lavados sucesivos (1°, 2° y 3°) si mostraron diferencia

estadistica significativa.

5. El tiempo de retorno folicular a los 7 dias luego del primer lavado,
muestran que el 50% de alpacas presentaron foliculos
preovulatorios (= 7mm de diametro); posteriormente luego del

segundo lavado, sélo el 20%, presentaron foliculos preovulatorios.
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4.2. RECOMENDACIONES

1.

Realizar un trabajo de investigacién similar con el objetivo de
evaluar la influencia de la condicién fisiolégica de la alpaca hembra
(lactante y no lactante) utilizando un mayor numero de muestra,

ademas se podria realizar un trabajo similar en la raza Suri.

Comprobar la viabilidad de embriones producidos de forma natural
y realizar la transferencia de los mismos hacia receptoras de la
misma especie, y ademas hacia receptoras de otra especie, como

la llama.

Promover el fomento de biotecnologias reproductivas aplicadas en
las especies domésticas (alpaca y llama) y silvestres (vicufia y
guanaco) de camélidos sudamericanos, siendo la fuente de
extension las instituciones publicas y privadas encargadas del

desarrollo pecuario y el progreso del sector alpaquero de la region.
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RESUMEN
El presente trabajo de investigaciébn se realiz6 en el Laboratorio de
Biotecnologia Reproductiva de la Estacion Experimental Canaan (INIA)-
Ayacucho, provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho, a 2735
m.s.n.m., con el objetivo de evaluar un procedimiento de produccién y
coleccién de embriones de alpacas Huacaya donadoras naturales, de
manera sucesiva, obtenidos de forma natural, sin utilizacién de hormonas
exogenas. Se utilizd 10 alpacas hembras adultas y para el empadre 4
alpacas machos adultos. Para el seguimiento de la dinamica ovarica se usé
un ecografo veterinario transrectal. Los embriones se recuperaron a los 7
dias post empadre, mediante el lavado intrauterino con catéter Foley y
método no quirdrgico. La actividad ovarica no tuvo diferencias estadisticas
‘para el diametro de foliculos y de cuerpos luteos segun ubicacién de ovario y
numero de lavados sucesivos (1°, 2° y 3°); de igual forma para la tasa de
ovulaciéon segin ubicacion de ovario; sin embargo, la tasa de ovulacion
segun numero de lavados mostro diferencia estadistica significativa. Los
embriones recuperados fueron de calidad excelente en un 50%, bueno 25%
y regular en 25%, no existiendo diferencia estadistica. La tasa de
recuperacion de embriones en forma general fue de 61.54%, encontrandose
el 100% de los embriones colectados en estado de blastocisto expandido. La
tasa de recuperacion de embriones segun ubicacion en el cuerno uterino, es
similar; no obstante segun niumero de lavados mostré diferencia estadistica
significativa. El tiempo de retorno folicular, 7 dias, luego del 1° lavado
mostré que el 50% de alpacas presentaron foliculo preovulatorio; y sélo el

20%, luego del 2° lavado sucesivo.
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ANEXOS



IMAGENES

Anexo 01: Medio de lavado BioLife™ Advantage, bolsa de 1 litro. Agtech.

Anexo 02: Medio de lavado recuperado desde el cuerno uterino y tamizado
a través de un filtro EMCOM.

78



Anexo 03: Medio de preservacién y transferencia de embriones BioLife™
bolsa de 60 mi. Agtech.

Anexo 04: Evaluaron y clasificacion de embriones mediante el uso del
estereoscopio.

79



Anexo 05: Embrion de calidad excelente de alpaca Huacaya donadora
natural.

Anexo 06: Embrién de calidad bueno de alpaca Huacaya donadora natural.

Anexo 07: Embridn de calidad regular de alpaca Huacaya donadora natural.
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Anexo 08: Modelo de ficha individual de alpacas hembra Huacaya

donadoras naturales.

DIRECCION GENERAL DE INVESTIGACION AGRARIA
SUB DIRECCION NACIONAL DE INVESTIGACION EN CRIANZAS
PROYECTO NACIONAL DE INVESTIGACION EN CAMELIDOS

CONVENIO: GOBIERNO REGIONAL
SUB PROYECTO: BIOTECNOLOGIA REPRODUCTIVA EN ALPACAS
ARETE: RAZA: COLOR:
Dia Ovario derecho Ovario lzquierdo Observacién

00000V
J000LOL
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ANALISIS ESTADISTICO

Anexo 09: Analisis de Variancia para diametro folicular (mm) al Dia 0, segun

numero de lavados sucesivos.

suma de Cuadrado de

Fuente DF cuadrados Ta media F-valor Pr > F
Modelo 2 6.22941176 3.11470588 0.96 0.4058
PROCEDIMIENTO 2 6.22941176 3.11470588 0.96 0.4058
Error 14 45.30000000 3.23571429
Total corregido 16 51.52941176
R-cuadrado coef var Raiz MSE TF Media

0.120890 21.68777 1.798809 8.294118

PRUEBA DE COMPARACIONES MULTIPLES DE DUNCAN PARA TAMANO FOLICULAR AL DIA O, SEGUN
NUMERO DE LAVADOS SUCESIVOS

Duncan

Agrupamiento Media N PROCEDIMIENTO (NUMERO DE LAVADOS SUCESIVOS)

A 9.200 5 P2
A 8.000 10 Pl
A 7.500 2 P3

Anexo 10: Prueba de T Student para diametro folicular (mm), segun

ubicacion de ovario al dia 0.

LADOOV N Media Dev std Err std minimo Maximo

D 11 7.8182 1.0787 0.3252 7.0000 10.0000

I 6 9.1667 2.5626 1.0462 7.0000 14.0000

piff (1-2) -1.3485 1.7218 0.8739

LADOOV Método Media 95% CL Media Dev std 95% CL Dev std
D 7.8182 7.0935 8.5429 1.0787 0.7537 1.8931
I 9.1667 6.4774 11.8559 2.5626 1.5996  6.2849
Diff (1-2) Combinada -1.3485 -3.2111 0.5141 1.7218 1.2719 2.6648
oiff (1-2) satterthwaite -1.3485 -4,0308 1.3338
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Método varianzas DF
Combinada Igual 15
Satterthwaite unequal 5.9853

Igualdad de varianzas
Método Num DF Den DF F-valor

Folded F 5 10 5.64

valor t Pr > |t

-1.54

-1.23

Pr > F

0.0199

0.1436

0.2645

Anexo 11: Analisis de variancia para diametro de cuerpos luteos (mm)

segun numero de lavados sucesivos.

Suma de

Fuente DF cuadrados
Modelo 2 2.57692308
NUMERO DE LAVADOS 2 2.57692308
Error 10 22.50000000
Total corregido 12 25.07692308
R-cuadrado coef var Raiz MSE TCL
0.102761 12.91391 1.500000 11

Cuadrado de

1a media

1.28846154

1.28846154

2.25000000

Media

.61538

F-valor

0.57

0.57

Pr > F

0.5815

0.5815

PRUEBA DE COMPRACIONES MULTIPLES DE DUNCAN PARA TAMANO DE CUERPOS LUTEOS SEGUN NUMERO

DE LAVADOS SUCESIVOS

buncan

Agrupamiento Media N NUMERO DE LAVADO

A ~ 12.000 7 Pl
A 11.500 2 3
A 11.000 4 P2
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Anexo 12: Prueba de T Student para tamafio de cuerpos liteos segun

ubicacién de ovario.

LADOOV N Media Dev std Err std Minimo Maximo

D 9 11.6667 1.6583 0.5528 9.0000 14.0000

I 4 11.5000 1.0000 0.5000 11.0000 13.0000

piff (1-2) 0.1667 1.5076 0.9059

LADOOV Método Media 95% CiL Media Dev std 95% CL Dev std
D 11.6667 10.3920 12.9414 1.6583 1.1201  3.1769
I 11.5000 9.9088 13.0912 1.0000 0.5665 3.7285
piff (1-2) Combinada 0.1667 -1.8273 2.1606 1.5076 1.0679  2.5596
piff (1-2) Satterthwaite 0.1667 -1.5061  1.8395

Método varianzas DF valor t Pr > |t

Combinada Igual 11 0.18 0.8574

Satterthwaite Unequal 9.4955 0.22 0.8278

Igualdad de varianzas

Método Num DF Den DF F-valor Pr > F

Folded F 8 3 2.75 0.4375
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Anexo 13: Prueba De Chi Cuadrado para Tasa de ovulacién general segun

namero de lavados sucesivos.

No ovulé Si ovulé Total general
N° de Lavados n % Valor | n % Valor | n %
sucesivos Angular Angular
Primero 3 | 30 [ 3321 | 7 | 7000 | 5679 | 10| 100
Segundo T | 20 | 2657 | 4 | 8000 | 6343 | 5 | 100
Tercero 0| 0 | 000 100.00 | 90.00 | 2 | 100
Total general 4 12353 13 76.47 17 100

Sistema SAS

Obs N® DE LAVADO OVULACION COUNT

1 1 NO 33.21
2 1 SI 56.79
3 2 NO 26.57
4 2 SI 63.43
5 3 NO 0.00
6 3 SI 90.00

Procedimiento FREQ
Tabla de PROCEDIMIENTO por OVULACION
PROTOCOLO OVULACION

Frecuencia,

Porcentaje,

pct fila ,

Pct col ,NO ,SL , Total
SESFSESfsf SEE5S555 FE55558°

1 , 33.21, 56.79, 90
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, 12.30 , 21.03 , 33.33
, 36.90 , 63.10 ,
, 55.55 , 27.01,
SESfSEFsss SEsES5s " SE555555°
2 , 26.57 , 63.43 , 90
, 9.84 , 23.49 , 33.33
, 29.52 , 70.48 ,
, 44.45 , 30.17 ,
SESSEEssss SE5ESS5E SE565555°
3 . 0, 90, 90
, 0.00, 33.33, 33.33

., 0.00 , 100.00 ,

, 0.00, 42.81,
TEFSfEsfss FES55555 SEE555F5"
Total 59.78  210.22 270

22.14 77.86 100.00

Estadisticos para 1a tabla de NUMERO DE LAVDOS por OVULACION

Estadistico DF valor prob
SRR RRARAR AR AR AP AR AR AP RBRRARARERRE AR AR AR RDAR SRR AR AR AR AR AP E R
chi-cuadrado 2 39.8107 <.0001
Chi-cuadrado de ratio de verosimilitud 2 57.7562 <.0001
chi-cuadrado Mantel-Haenszel 1 35.4121 <.0001
coeficiente phi 0.3840
Coeficiente de contingencia 0.3585
vV de Cramer 0.3840

Tamafio de 1a muestra = 270

86



Anexo 14: Prueba De Chi Cuadrado para Tasa de ovulacién segun ovario.

Sistema SAS
Procedimiento FREQ

Tabla de LADO por OVULACION
LADO OVULACION
Frecuencia,
Porcentaje,
pct fila ,
Pct col , Total

yNO ,SI

ARRARSRARANAREASSE NP RRA RN

87

Valor Valor Total
No ovulé { Angular | Si ovulé Angular | general
Ladode ovariojn| % n % n %
| Derecho 2| 18.18 | 25.24 9 81.82| 64.76 11 100
Izquierdo 2| 33.33 | 35.26 4 66.67| 54.74 6 100
Total general 4| 23.53 13 |76.47 17 100
Sistema SAS
Obs LADO OVULACION COUNT
1 DERECHO NO 25.24
2 DERECHO SI 64.76
3 1zQUIER NO 35.26
4 IZQUIER SI 54.74




DERECHO , 25.24 , 64.76 , 90

, 14.02 , 35.98 , 50.00

, 28.04, 71.96 ,

, 41.72, 54.19 ,
SEESSEESss SE55558 S5555555"
IZQUIER , 35.26 , 54.74 , 90

, 19.59 , 30.41, 50.00

, 39.18 , 60.82 ,

, 58.28 , 45.81,
fESfSEsSfs SESFsfEs SAFSffss"

Total 60.5  119.5 180

33.61 66.39 100.00

Estadisticos para la tabla de LADO por OVULACION
Estadistico DF valor Prob

S S S S S S S S S S s ffSf s f s s f s f s fsfff5ffifF5E555f5S

Chi-cuadrado 1 2.4997 0.1139
Chi-cuadrado de ratio de verosimilitud 1 2.5083 0.1132
chi-cuadrado adj. de continuidad 1 2.0256 0.1547
chi-cuadrado Mantel-Haenszel 1 2.4858 0.1149
coeficiente phi -0.1178
coeficiente de contingencia 0.1170
v de Cramer -0.1178

Tamaho de la muestra = 180
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Anexo 15: Prueba Chi Cuadrado para Tasa de recuperacion de embriones

en funcién del namero de cuerpos luteos segin numero de lavados

sucesivos.
Nimero de . Tasa Valores
Embri .
N°de Lavados | cuerpos lOﬂ;S recuperacién | Angulares
i luteos recuperados | embriones (%)
sucesivos u o
Primero 7 3 42,86 40.90
Segundo 4 3 75 60.00
Tercero 2 2 100.00 90.00
Total general 13 8 61.54
Frecuencias
v
N° de Lavados
sucesivos Categoria N observado N esperado Residual
Primero 1.00 41 63.7 -22.7 |
Segundo 2.00 60 63.7 -3.7
Tercero 3.00 90 63.7 26.3
Total 191

Estadistico de contraste

vi
Chi-
cuadrado(a) 19.173
gl 2
Sig. asint6t. .000

A 0 casillas (.0%) tienen frecuencias esperadas menores que 5. La frecuencia de casilla esperada

minima es 63.7.
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Anexo 16: Prueba Chi Cuadrado para Tasa de recuperacién de embriones

en funcién del cuerno uterino y nimero de cuerpos luteos.

Cuerno Numero de Namero de Tasa de Valores
. cuerpos embriones recuperacioén | Angulares
uterino . o
luteos recuperados Yo
Derecho 9 5 55.56 48.19
Izquierdo 4 3 75.00 60.00
Total general 13 8 61.54
Frecuencias
v
Categoria | N observado N esperado Residual
DERECHO 1.00 48 54.0 6.0
IZQUIERDO 2.00 60 54.0 6.0
Total 108

Estadistico de contraste

vi
Chi-
cuadrado(a) 1.333
o] 1
Sig. asintét. 248

A 0 casillas (.0%) tienen frecuencias esperadas menores que 5. La frecuencia de casilla esperada

minima es 54.0.
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Anexo 17: Prueba de Chi Cuadrado para clasificacién de embriones segun

A 0 casillas (.0%) tienen frecuencias esperadas menores que 5. La frecuencia de casilla esperada

minima es 35.0.
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calidad.
; ° ;
Cahdgd del N dg Porcentaje | vgores angulares
embrion embriones (%)
45.00
Excelente 4 50.00
30.00
Bueno 2 25.00
30.00
Regular 2 25.00
Total general 8 100.00
Frecuencias
vi
Categoria N observado N esperado Residual
Excelente 1.00 45 350 10.0
| Bueno 200 30 35.0 -5.0
regular 3.00 30 35.0 -5.0
Total 105
Estadistico de contraste
vi
Chi-
cuadrado(a) 4.286
gl 2
Sig. asint6t. 17




